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論文の内容の要旨
　高等植物は一定期問の栄養成長の後，適切な時期になると生殖成長へと変換して花を咲かせる。この生殖成長
への変換（花成誘導）においては，多くの場合，日長や低温などの外部環境の変化が季節を知るための情報とし
て利用されていることが明らかにされている。特に，最も研究が進んでいる日長（光周期）に対する反応（光周
性）では，光周期は葉で感受され，この情報をもとにして花成誘導物質や花成阻害物質等が葉で合成された後，
成長点へと移動して成長点に働きかけ，栄養成長中の成長点（栄養芽）が花芽へと変換することが生理学的解析
により明らかにされている。しかし，葉で光周期が感受された直後に起こる変動の実体は未だ全く不明のままで
あり，花成誘導物質の化学的実体も明らかにされていない。そこで，本論文では，光周的花成誘導の分子機構の
一端を明らかにする目的で，光周的花成誘導と密接に関連すると考えられるタンパク質の単離・同定を行い，さ
らにその対応遺伝子を単離して発現解析を行っている。
　本論文では，光周期に最も鋭敏に反応する典型的な短日植物であることから，多くの研究者によって最もよく
利用されてきた材料であるアサガオの晶種ムラサキを用いて解析している。まずはじめに，従来の2次元電気泳
動法の解像度を飛躍的に高めるための独自の改良を行い，約王，200のタンパク質スポットを検出できるようにし
た上で，花成誘導条件である短日処理（以下，SDと略す）と，花成非誘導条件である長日処理（以下，LDと略す）
および光中断処理（以下，NBと略す）における全可溶性タンパク質パターンの比較を行っている。その結果，
銀染色によるタンパク質スポットの解析では，花成誘導条件下および花成非誘導条件下で変化は見られなかった
ものの，35S一メチオニンによってin　vivo標識したタンパク質パターンの比較によって，SD処理においてのみ暗
期の後半に特異的に増加が見られるスポットが検出された。そこで，このタンパク質スポットをゲルから切り出
し，ペプチドマッピングを行った後に，常法にしたがって，各ペプチド断片のアミノ酸配列を決定した。次に，
このアミノ酸配列をもとにプライマーを合成し，アサガオのゲノムDNAをテンプレートとして遺伝子増幅を行
い，その増幅断片の塩基配列を決定したところ，ペプチド断片のアミノ酸配列と完全に一致することが確認され
たため，この増幅断片をプローブとして用い，SD処理後の葉のcDNAライブラリーをスクリーニングすることに
よって，最終的に目的とするタンパク質に対応する全長cDNAのクローン化に成功した。
　最終的に単離されたcDNAは，2ヱ4アミノ酸からなる単一のタンパク質をコードしており，既知のタンパク質
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との相同性の比較から，このタンパク質がコムギの発芽時に新たに発現するgeminと約30％の相同性を示すこと
が判明し，本研究で単離されたタンパク質はgeぎmi巫様タンパク質（PnGLP）と命名された。次に，このcDNAクロー
ンをプローブとして用い，ノーザン法によって，時間的，空間的発現特性が詳細に検討された。その結果，この
遺伝子は，花成誘導条件であるSD処理時に限界暗期である10時間目をピークとする一時的な発現をするのに対
し，花成非誘導条件であるNB条件下ではその発現量がかなり低下することや同じく花成非誘導条件であるLD条
件下でも発現量は低いまま保たれることが示され，さらに，同じアサガオでも限界暗期長がユ時間短い9時問で
ある別な晶種キダチにおいては，その発現のピークが1時問早くなって9時問目にピークを迎えることも明らか
となり，この遺伝子の発現が花成誘導に密接に関係することが示された。
　一方，この遺伝子は，光周期感受能力の最も高い展開した若い子葉や本葉で最も強く発現しており王花成誘導
能を持たない葉以外の器官，すなわち，根，下胚軸，子葉柄等の器官ではその発現が見られないことも明らかに
されると同時に，NB条件下で花成誘導を阻害あるいは促進することが知られている赤色光および近赤色光照射
による光中断においてもその発現量が抑制あるいは促進されることも明らかにされ，さらに，連続暗期中の光周
期感受能力変動の概日性リズムに対応するように，この遺伝子の発現量も概日性リズムを示すことが明らかにさ
れた。一方，本研究で得られたPnGLP遺伝子と類似した遺伝子が極く最近になって長日植物であるシロガラシに
おいても単離され，その発現が長日条件下で特異的に増加することが明らかにされたことを引用し，光周反応が
全く逆の2種に植物において，極めて類似した遺伝子が光周性に関しては全く逆の発現特性を示すことから，こ
の遺伝子が光周性反応において極めて重要な役割を果たしている可能性が極めて高いことを示唆している。
　本論文で明らかにされた結果は，本実験で今回初めて単離されたこのPnGLP遺伝子の発現が，光周的花成誘導
に関連してこれまでに明らかにされてきた花成を誘導あるいは抑制する各種条件とよく一致していることを示し
ており，本遺伝子が短日性の光周反応を示すアサガオにおける光周的花成誘導の機構に深く関与していることを
示唆するものであると結論している。
審査の結果の要旨
　本研究は，典型的な短日植物であるアサガオを材料として用い，近年飛躍的に発展してきた分子生物学的手法
を利用することで，光周的花成誘導時に特異的に発現するタンパク質遺伝子を単離し，その発現特性を詳細に解
析することによって，この遺伝子が光周的花成誘導に密接に関係することを明らかにしたものである。花成誘導
反応は高等植物が示す最も重要な生理反応の1つであり，これまで多くの研究者によって，典型的な短日植物で
あるアサガオを申心に解析が行われてきたが，光周的花成誘導に関与すると考えられる分子機構に追る研究はほ
とんど行われておらず，本研究はこの光周的花成誘導の分子機構について新たな知見をもたらしたものとして高
く評価できる。また，本研究で改良された新しい2次元電気泳動法は，極めて多数のタンパク質スポットを短時
問で簡便に検出するための汎用的な新しい技術であり，各種生理現象に関与するタンパク質分子の同定。単離に
も利用可能であることから，他の研究分野の発展にも大きく貢献するものとし亡高く評価される。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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